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(57) Abstract 
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COMPOSE FONCTIONNALISE, POLYNUCLEOTIDE EVENTUELLEMENT 
MARQUE ET PROCEDE DE DETECTION D'UN ACIDE NUCLEIQUE CIBLE 

La presente invention concerne un nouveau compose 
nucleosidique ou nucleot idique , f onct ionnalise par un 
groupement alkylcetone, un polynucleotide comprenant au 
moins une unite nucleotidique f onct ionnalisee par un 
groupement alkylcetone, avant et apres marquage, ainsi que 
la mise en oeuvre et les applications de ces produits 
notamment pour la detection de sequences d' acide 
nucleique . 

Dans le domaine des acides nucleiques, la synthese 
de nucleotides f onctionnalises a ete decrite notamment 
dans le domaine du diagnostic et plus part iculierement 
oour la preparation de sondes nucleiques marquees 
utilisables pour la detection d'un acide nucleique cible. 

Deux types de problemes principaux se posent pour 
I'obtention de ces sondes. Dans un premier temps, le 
nucleotide f onct ionnalise doit etre incorpore dans un 
polynucleotide. Ensuite, la f onct ion portee par le 
nucleotide doit pouvoir reagir sur un traceur de maniere 
specif ique et efficace pour 1 ' utilisation du 
polynucleotide comme sonde de detection. 

Ainsi, le brevet EP-A-0 407 816 decrit des derives 
de I'uracile modifies en position 5 pour la fabrication de 
sondes par voie chimique ou enzymatique. Toujours dans le 
meme but, les brevets WO-A-86/06726 et EP-A-0 212 951 
decrivent des derives de la cytosine modifies en position 
4. Le brevet EP-A-0 254 646 decrit un derive d' adenosine 
modifie en position 8. 

Le brevet WO-A-92/00989 decrit une application 
particuliere de nucleotides modifies pour 1 ' introduction 
de proteines sur un polynucleotide. 
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La demande de brevet WO-A- 98/05766 de la 
demanderesse pose le probleme de 1 ' incorporation de 
nucleotides f onct ionnalises pouvant etre incorpores par 
reaction enzymatique et notamment par les techniques 
5 d' amplification enzymatique , non plus pour la preparation 
de sondes marquees, mais directement pour generer une 
cible marquee. Dans ce cas, le besoin en sensibilite est 
plus important et le choix du nucleotide f onct ionnalise 
est crucial pour obtenir la sensibilite adequate, 

10 Un certain nombre de fonctions nucleophiles comme 

les fonctions amine et alcoxyamine, ou electrophiles comme 
la f onct ion aldehyde sont decrites, qui permettent une 
incorporation efficace du nucleotide f onct ionnalise au 
cours de 1 ' amplification, mais il subsiste neanmoins un 

15 besoin de nucleotide f onctionnalise encore plus efficace, 
notamment en terme de f acilite de preparation, en terme de 
neutral ite vis a vis des reactions enzymat iques ou 
chimiques et en terme de reactivite pour le marquage de ce 
nucleotide par un traceur apres incorporation. 

20 II a ete trouve par la demanderesse que la 

f onct ion alkylcetone repondait de maniere surprenante aux 
inconvenients precit^s . 

En effet, si 1 ' art ant^rieur decrit 1 ' utilisation 
de motifs R-CO- ou R est un groupement alkyle dans le cas 

25 de la synthase d' oligonucleotides (WO-A-93/22326) , le but 
de cette fonction est de proteger 1' amine exocyclique des 
bases. A la fin de la synthese, 1 ' amine est deprotegee par 
action d'un agent alcalin. 

A titre d' illustration de cet etat de la 

30 technique , on peut citer les documents suivants . L' article 
de K. K. Ogilvie et M.J. Nemer , Tetrahedron Letters , 
vol. 21, (1980) pages 4145-4148, divulgue, en tant 
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qu' intermediaire de synthese d'un nucleotide, un compose 
nucleot idique porteur d'un groupement levulinoyle fixe sur 
la fonction hydroxylee en 3' du pentose. L' introduction de 
ce groupement a pour but de proteger la fonction OH, et 
5 est ensuite aussitot retiree apres obtention dudit 
compose. L' article de C.T.J. Wreesmann et al . , Nucleic 
Acids Research, vol. 11, N°23, (1983) pages 8389-8405, 
decrit 1 ' obtention d' un intermediaire dinucleotidique de 
synthese dont les fonctions hydroxyle sont protegees par 

10 le groupement levulinoyle. En presence d' ammoniaque , les 
fonctions hydroxyle sont liberees . 

La fonction alkylcetone telle que definie dans la 
presente invention est suffisamment stable pour resister a 
ce type de traitement, ne represente done pas un 

15 groupement protect eur et sa stabilite par rapport aux 
differentes methodes de synthese chimique a pour 
consequence une facilite plus grande de preparation 
notamment par rapport a des fonctions amines, aldehydes ou 
alcoxyamines comme decrit dans le brevet WO-A- 98/ 0576 6 . 

20 De meme dans les brevets cites precedemment (EP-A- 

0 407 816, WO-A-86/06726, EP-A-0 212 951, EP-A-0 254 646 et 
WO-A-92/0 0 98 9) les fonctions decrites pour f onct ionnaliser 
les nucleotides sont choisies parmi les fonctions 
reactives du point de vue chimique comme les fonctions 

25 amine et thiol eventuellement protegees. Si ces fonctions 
sont protegees, une etape de deprotection est necessaire, 
ce qui complique 1' etape de marquage . Si ces fonctions 
sont libres, une inhibition de la reaction enzymatique ou 
des reactions secondaires dans le cas de la synthese 

30 chimique peuvent se produire. 

Cette stabilite chimique de la fonction 
alkylcetone ne devrait pas en f aire un bon candidat pour 
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une reaction de couplage sur un marqueur et pourtant la 
presents invention demontre que, de maniere surprenante, 
cette fonction est reactive pour le marquage et que, de 
plus, la detection du produit apres marquage est tres 
5 sensible. 

Enfin, les nucleotides portant cette fonction 
presentent une neutralite excellente vis a vis des 
reactions enzymat iques puisque il est possible de 
remplacer completement un nucleotide naturel par un 
10 nucleotide portant cette fonction alkylcetone dans une 
reaction enzymatique sans affecter le rendement de cette 
reaction et plus surprenant encore en 1 ' ameliorant dans 

certains cas . 

Le document WO-A- 95/24185 decrit un nucleoside 
15 modifie par un groupement alkylcetone dont la partie 
alkyle peut comporter jusqu'a 20 atomes de carbone . Ce 
compose est notamment destine a la synthese 
d' oligonucleotides, qui trouvent une application en 
therapie, dans le diagnostic. L' introduction d'un 
20 groupement, notamment alkylcetone, sur le noyau 
pyrimidique du nucleoside decrit n' a pas vocation a 
fonctionnalisation en vue d'une reaction ulterieure dudit 
groupement, mais a pour but d'obtenir des analogues 
d' oligonucleotides qui presentent, par rapport aux 
25 oligonucleotides naturels, des proprietes interessantes 
aux fins de leurs utilisations, telles qu'une plus grande 
facilite d' hybridation avec un acide nucleique cible, une 
plus grande resistance aux nucleases. 

C'est I'objet de la present e invention de decrire 
30 un nouveau compose f onct ionnalise comport ant une fonction 
alkylcetone et de formule (I) ci-dessous : 
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O 
II 

W— L CH2CRJ 



dans laquelle 

- W represente un analogue nucleotidique ; 

5 - L represente un bras de liaison entre W et le 

groupement alkylcetone, comportant au moins quatre atomes, 
avantageusement au moins huit atomes ; L est notamment 
choisi parmi les chaines hydrocarbonees saturees ou 
insaturees, eventuellement interrompues par au moins une 

10 fonction amine, amide ou oxy ; de preference, le bras de 
liaison comporte un enchainement de 8 a 3 0 atomes ; en 
particulier, le bras de liaison comporte de 8 a 20 atomes 
dont au moins une fonction amide ; 

- R;^ represente une chaine alkyle, lineaire ou 
15 ramifiee, de preference une chaine alkyle ayant au plus 6 

carbones ; avantageusement est un groupement methyle . 

Par analogue nucleotidique, on entend un 
nucleoside ou un nucleotide, un nucleoside ou un 
nucleotide portant une ou plusieurs modifications sur un 

20 des elements constitutifs dudit nucleoside ou nucleotide 
comme une modification du sucre desoxyribose ou ribose 
comme le xylose, I'arabinose, les sucres de configuration 
alpha (FR 2 607 507), les PNA (M. Egholm et al . , J. Am. 
Chem. Soc, (1992), 114, 1895-1897), les analogues de 

25 sucre comme le 4 ' -thio ribose ou desoxyribose, les sucres 
de configurations D ou L ; une modification de la base 
azotee ; une modification du phosphate ou de son 
equivalent pour les nucleotides ainsi que 1' ensemble des 
groupements protecteurs utilises dans la synthese 

30 chimique . 
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Avantageusement , le compose repond a la formule 
( I ) dans laquelle W a la formule gene rale (II) : 




(II) 



5 

dans 1 aque lie : 

- R2 represente H ou un groupement protecteur ; 

- R3 represente H, F, OH, SH, NH^, OCH3 ou OR5 oO R5 
represente un groupement protecteur ou une chaine alkyle ; 

10 - R4 represente un radical H, un groupement 

protecteur ou un groupement mono, di ou triphosphate ; 

- B represente une base azotee , 

- W etant lie a L par 1 ' intermediaire de B. 

La base azotee est choisie notamment parmi les 
15 purines ou pyrimidines comme 1' adenine, la guanine, 
I'uracile, la cytosine, la thymine ou toute autre base 
modifiee permettant 1 ' hybridation comme les bases 
modifiees naturelles (telles que la 6-ceto-purine, la 
xanthine, la 5 -methyl -cytosine , la 2 -amino-purine) ou non 
20 naturelles (telles que la thioguanine ou la 8 -oxo-guanine , 
deazapurine, azapurine) , ou des analogues de bases comme 
les bases universelles (telles que les derives n^bularine, 
nitroindole ou nitropyrrole) . Certaines fonctions des 
bases susceptibles d' interf erer avec les strategies de 
25 synthese chimique en phase solide ou liquide peuvent etre 
proteges par des groupements protecteurs appropries . 

Pref erentiellement , la base azotee est 1 ' adenine , 
I'uracile, la cytosine. 
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Le bras de liaison L est greffe sur une position 
quelconque de la base azotee ou de son analogue. De 
preference le bras de liaison sera greffe sur une position 
ne oerturbant pas 1 ' hybridation . En particulier, le bras 
5 de liaison sera fixe sur 1 ' amine en position 4 de la 
cytosine, la position 5 de I'uracile ou 1 ' amine en 
position 6 de 1 ' adenine . 

Par groupement protecteur, on entend les 
groupements utilises de maniere classique dans la synthese 
0 chimique de nucleosides, nucleotides et oligonucleotides 
(voir par exemple Chemistry of Nucleosides and 
Nucleotides, Edited by Leroy B. Townsend, Plenum Press, 
New York and London et Protocols for Oligonucleotides and 
Analogs, Synthesis and Properties, Edited by S. Agrawal , 
5 Humana Press, Totowa, New Jersey) . De preference dans le 
cas de la synthese chimique, est un groupement 4,4'- 

dimethoxy trityle et R2 est un groupement 2 -cyanoethyl - 
N,N-diisopropylphosphoramidite et R3 est H ou OR^ ou R5 est 
un groupement protecteur utilise en synthese 
20 d' oligoribonucleotide . 

De preference, dans le cas de la synthese 
enzymatique, R4 est un groupement triphosphate, Rj est H 

est R3 est OH. 

Les groupements phosphate sont generalement sous 
25 forme de sels, et particulierement des sels de lithium, de 
sodium, ou de trie thy lammonium acetate. 

L' invention concerne aussi un polynucleotide 
f onctionnalise comprenant au moins un nucleotide 
f onctionnalise tel que defini precedemment . Il peut etre 
synthetise par reaction chimique et/ou enzymatique. Dans 
le cas d'une synthese par reaction enzymatique et 
notamment dans le cas d'une amplification enzymatique, la 



30 
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neutralite du nucleoside f onct lonnalise vis a vis des 
reactions enzymat iques permet 1 ' incorporat ion de plusieurs 
nucleotides f onct ionnalises . 

Par reaction enzymatique, on inclut toutes les 
5 reactions au cours desquelles intervient au moins une 
enzyme dont I'activite est liee a un nucleotide. Ainsi on 
entend toutes reactions comprenant au moins une etape 
enzymatique dans laquelle un nucleotide sert de substrat a 
1' enzyme, que ledit nucleotide soit transforme ou non au 
10 cours de cette etape enzymatique. A titre d'exemple de 
telles reactions sont choisies parmi celles utilisees dans 
les techniques de biologie moleculaire telles que la 
transcription, la ligation, 1 ' elongation, la coupure et 
plus particulierement dans les techniques d' amplification 
15 (voir par exemple 1' article de E. Winn-Deen, Journal of 
Clinical assay, vol 19, p21-26, (1996)). 

Ainsi, les enzymes dont les activites sont liees a 
des nucleotides peuvent en particulier etre selectionnees 
dans la liste non exhaustive suivante : les ADN 
20 polymerases ADN dependantes telles que le fragment de 
Klenow de I'ADN polymerase I de E. Coll, la TAQ 
polymerase, les T7, T4 ou T5 ADN polymerases, les 
polymerases eucaryotes cellulaires ou virales, les ADN 
polymerases ARN dependantes telles que les polymerases de 
25 AMV (Avian Myoblastosis Virus) , de MMLV (Moloney Murine 
Leukemia Virus) ; les ARN polymerases telles que les T7 , 
T3 SPG, N4, PBSII ARN polymerases, I'ARN polymerases de E. 
Coll ; les enzymes a activite nucleasiques telles que les 
endonucleases de restriction, la Rnase H ; ou encore les 
30 polyA polymerases, les replicases comme la Q-beta- 
replicase, les terminal transferases ou les ligases. 
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Les enzymes thermostables presentanti les activites 
enzymatiques decrites ci-dessus sont aussi utilisables 
dans 1' invention. 

Salon un mode pref ere, on choisira pour la 
5 synthese du polynucleotide f onctionnalise les techniques 
utilisant une etape de transcription comme la NASBA 
(Nucleic Acid Sequence Based Amplification) , la TMA 
(Transcription Mediated Amplification) ou une 

transcription post PGR (Polymerase Chain Reaction) comme 
10 decrit dans les articles de R.J. Lipshutz et al, 
Biotechniques, 19(3), p442-447, 1995 ou M. Kozal et al , 
Nature Medecine , 2(7), p753-759, 1996. 

Les elements et conditions necessaires a la mise 
en oeuvre de ces reactions enzymatiques pour obtenir un 
15 polynucleotide sont bien connus de 1 ' homme de metier. 
L'ouvrage Current Protocols in Molecular Biology, edite 
par F.M. Ausubel , R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore J.G. 
Seidman, J. A. Smith et K. Struhl , John Wiley Sons, 1996 
volume 1 chapitre 3, indique les methodes de manipulation 
20 enzymatique de I'ADN et I'ARN. De meme , l'ouvrage 
<c Molecular Methods for Virus Detection » edite par D.L. 
Wiedbrand et D.H. Farkas, Academic press, San Diego, 19 95 
notamment dans les chapitres 8, 9, 12, 13, 14, 15 et 16 
donne des examples pour les techniques d' amplification 

25 enzymatique. 

Par synthese chimique, on entend toutes les 
methodes aussi bien en phase solide qu'en phase liquide 
dans lesquelles un monomere nucleotidique convenablement 
protege reagit avec un autre monomere ou polymere 
30 nucleotidique par une reaction de couplage. 

Les methodes de synthese chimique sont donnees par 
exemple dans « Methods in Molecular Biology, volume 20, 
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Protocols for oligonucleotides and analogs », edits par S. 
Agrawal, Humana Press, Totowa, New Jersey, 1993 et 
« Methods in Molecular Biology, volume 2 6 , Protocols for 
oligonucleotides conjugates » , edite par S . Agrawal , 

5 Humana Press, Totowa, New Jersey, 1994. 

Par polynucleotide, on entend un enchainement d' au 
moins 2 monomeres nucleot idiques . De preference, si le 
polynucleotide est synthetise par voie chimique, la taille 
est inferieure a 300 nucleotides et avantageusement a 150. 

10 De preference, si le polynucleotide est synthetise par 
reaction enzymatique, la taille est inferieure a 20 kb et 
avantageusement inferieure a 10 kb. 

Les deux voies de synthese chimique et enzymatique 
peuvent etre combinees pour preparer un polynucleotide . 

15 L' invention concerne aussi un polynucleotide 

f onctionnalise marque comprenant au moins un compose 
f onctionnalise de formule generale (I') : 



O 

r 1 II 

w4-L-4-CH2CRi 5 
n 



20 



dans laquel le 

W represente un analogue nucleot idique , tel que 
def ini precedemment , 

L represente un bras de liaison comportant au 

25 moins quatre atomes , 

n represente un indice egal a 0 ou 1 , 

represente une chaine alkyle, lineaire ou 

ramif iee , 

le groupement alkylcetone dudit compost 
30 f onctionnalise ayant interagi avec un reactif de marquage . 
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W , L et Ri repondent avantageusement aux 
definitions donnees ci-dessus pour decrire des composes 
f onctionnalises preferes de 1' invention. 

Par reactif de marquage , on entend un traceur 
5 gene rant direct ement ou indirect ement un signal detectable 
et susceptible de reagir avec la fonction alkylcetone. 

Une liste non limitative de ces traceurs suit : 

les enzymes qui produisent un signal detectable 
par exemple par colorimetrie , fluorescence, luminescence, 
10 comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, 
la beta galactosidase , la glucose-6 -phosphate 

deshydrogenase ; 

les chromophores comme les composes 
f luorescents , luminescents , colorants ; 
15 - les groupements a density electronique 

detectable par microscopie electronique ou par leur 
propriete electrique comme la conductivite , 

1 » amperometrie , la voltametrie, les mesures d' impedance ; 

les groupements detectables par des methodes 
20 optiques comme la diffraction, la resonance plasmon de 
surface, la variation d' angle de contact ou physiques 
comme la spectroscopie de force atomique, I'effet tunnel ; 

les molecules radioactives comme le ^^p^ le 35s 

ou le -^2^1. 

25 De preference , le traceur est un compose 

fluorescent de faible encombrement st^rique comme la 
f luoresceine, le dansyle, les chromophores du type IR (Li- 
COR Inc, Lincoln NE, USA) , CYS et CY3 (Randolph J.B. and 
al, Nucleic Acids Res., 25(14), p2923-2929, 1997) et leurs 

30 derives. Par faible encombrement sterique, on entend un 
poids moleculaire inferieur a 1000 g/mole. 
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Pour reagir avec la fonction alkylcetone, ce 
reactif de marquage doit porter une fonction nucleophile 
susceptible de reagir avec une fonction alkylcetone comme 
les fonctions alcoxyamine ou hydrazine. 

De preference, la fonction choisie est 
1 ' alcoxyamine qui peut etre introduite par tous moyens 
directs ou indirects. Par moyen direct on entend une 
liaison covalente entre le traceur ou une molecule portant 
le traceur et la fonction alcoxyamine. Par moyen indirect, 
on entend les systemes de complexation du type 
metal/chelate ou les systemes d'af finite c'est a dire les 
haptenes detectables par un anticorps specifique ou une 
proteine comme le couple biotine/avidine ou streptavidine , 
sucre/lectine . Dans ce cas c'est 1* anticorps ou la 
proteine qui porte le traceur et c'est I'haptene qui porte 
la fonction alcoxyamine. 

En particulier le reactif de marquage est de 

formule : 




HNCNHCH2CH2CH2NHCCH2ONH 
II 2 2 2 II 2 

S O 



L' invention concerne egalement un support solide 
sur lequel est fixe par covalence un nucleotide, un 
nucleoside ou un polynucleotide selon 1' invention. 

Pour realiser cette fixation, 1 ' on fait reagir un 
nucleotide, un nucleoside ou un polynucleotide comportant 
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un groupement alkylcetone avec un support solide sur 
lequel est present une fonction alcoxyamine ou hydrazine, 
pref erentiellement alcoxyamine . 

Dans un premier mode de realisation, le 
5 polynucleotide est preforme et la reaction finale consiste 
a greffer, a une position predeterminee sur le support, le 
polynucleotide. Dans un mode particulier de realisation, 
les polynucleotides sont des oligonucleotides de synthese 
(par voie chimique) de taille courte (inferieure a 50 
10 bases) , dans un deuxieme mode particulier, les 
polynucleotides sont de taille superieure a 50 bases et 
sont prepares par des methodes enzymat iques telles que 
1 • amplification enzymat i que . 

Dans un deuxieme mode de realisation, le 
15 nucleoside ou nucleotide est additionne par etapes 
success ives (allongement de chaine) sur le support pour 
obtenir a la fin du cycle de synthese un polynucleotide 
greffe a une position predeterminee sur le support solide. 

Une application pref erentielle de ces supports 
20 greffes est d' obtenir des biopuces pour 1' analyse de 
genes . 

A titre d' illustration, des exemples de ces 
biopuces sont donnes dans les publications de G, Ramsay, 
Nature Biotechnology, 16, p40-44, 1998 ; F. Ginot , Human 

25 Mutation, 10, pl-10, 1997 ; J. Cheng et al , Molecular 
diagnosis, 1(3), pl83-200, 1996 ; T. Livache et al , 
Nucleic Acids Research, 22(15), p2915-2921, 1994 / 
J. Cheng et al , Nature Biotechnology, 16, p541-546, 1998 
ou dans les brevets US-A-4 981 783 (Augenlicht) , US-A- 

30 5 700 637 (Southern) , US-A-5 445 934 (Fodor) , US-A- 
5 744 305 (Fodor) , US-A-5 807 522 (Brown) . 

L' invention conceme aussi un procede de detection 
d'un acide nucleique cible dans un echantillon dans lequel 
on met en contact cet acide nucleique cible eventuellement 

35 pretrait^ avec au moins un compose f onctionnalise 
repondant a la formule (I'), en presence des elements et 
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dans des conditions necessaires a I'obtention d'un 
polynucleotide de 1 ' invention, pour obtenir un 
polynucleotide f onct ionnalise ; a marquer ledit 
polynucleotide avec un reactif de marquage puis a detecter 
5 ledit polynucleotide marque. Les elements et conditions 
precites sont bien connus de 1 ' homme du metier. 

Par pretraitement , on entend les differentes 
etapes de traitement de 1 ' echant illon pour rendre 
accessible I'acide nucleique cible, comme par example, la 

10 lyse, la f luidif ication, la concentration. 

De preference le polynucleotide f onct ionnalise est 
obtenu par une reaction d' amplification enzymat ique qui 
agit sur I'acide nucleique cible qui sert de matrice et 
qui est capable d ' incorporer le nucleotide f onct ionnalise . 

15 Avantageusement la technique d' amplification 

enzymatique est la NASBA (Nucleic Acid Sequence Based 
Amplification) , la TMA (Transcription Mediated 

Amplification) ou une transcription post PGR (Polymerase 
Chain Reaction) comme decrit dans les articles de R.J. 

20 Lipshutz et al, Biotechniques , 19(3), p442-447, 1995 ou M. 
Kozal et al , Nature Medecine , 2(7), p753-759, 1996. 

Le polynucleotide marque peut etre d^tecte 
qualitativement et/ou quantitativement en phase homogene 
ou heterogene. Un mode preferentiel de detection consiste 

25 a fixer le polynucleotide marque sur un support solide par 
1 ' intermediaire d'une reaction d' hybridation entre le 
polynucleotide marque et un autre polynucleotide lui meme 
fixe sur le support solide puis a reveler la presence du 
polynucleotide marque apres une etape de lavage, Cette 

30 revelation se fait directement par lecture comme par 
exemple avec un scanner ou une camera si le traceur est 
une molecule f luorescente . 

Le precede de detection est part iculierement utile 
dans le cas ou une multitude de polynucleotides sont fixes 

35 sur le support solide a une position predeterminee pour 
former une « puce a ADN » . 
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En effet, la densite des polynucleotides fixes sur 
le support solide imposent des contraintes steriques 
importantes lors de 1 ' hybridat ion et le polynucleoride 
marque selon 1' invention permet une bonne sensibilite de 
5 detection. Des examples de ces puces sont donnes par 
example cites dans les publications et brevets mentionnes 
precedemment . 

Le precede de detection est applicable pour le 
sequengage, le profil d' expression des ARN messagers ou le 
10 criblage de mutation, le diagnostic de maladies 
infectieuses ou genetiques. 

Une etape de fragmentation peut avoir lieu pour 
favoriser 1 ' hybridat ion du polynucleotide marque sur la 
puce a ADN, avant , conj ointement ou apres 1 ' etape de 
15 marquage . 

L' invention concerne en outre un precede de 
detection d'un acide nucleique cible dans un echantillon 
dans lequel on met en contact cet acide nucleique cible 
avec un polynucleotide f onctionnalise de 1' invention, on 

20 fait reagir le reactif de marquage et 1 ' on detecte la 
presence de 1' acide nucleique cible. 

Un autre moyen de pratiquer 1 ' invention est de 
faire reagir, avant 1 ' hybridat ion avec 1' acide nucleique 
cible, le polynucleotide f onctionnalise et le reactif de 

25 marquage. Cet acide nucleique cible peut avoir ete 
amplifie par une technique d' amplification enzymatique. 

Enfin, 1 ' invention concerne le procede de 
detection d'un acide nucleique cible selon lequel on 
dispose d'un polynucleotide marque de 1' invention, on met 

30 en contact 1 ' acide nucleique avec le polynucleotide marque 
et on detecte la presence de 1' acide nucleique cible. 

Le terme « support solide » tel qu' utilise ici 
inclut tous les materiaux sur lesquels peut etre 
immobilise un polynucleotide pour une utilisation dans des 

35 tests diagnost iques et dans des processus de separation. 
Des materiaux naturels ou de synthese, modifies ou non 
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chimiquement peuvent etre utilises comme support solide. 
notamment les polysaccharides tels que les materiaux a 
base de cellulose, par exemple du papier, des derives de 
cellulose tels que 1' acetate de cellulose et la 
5 nitrocellulose, du dextran ; des polymeres tels que 
polychlorures de vinyle, polyethylenes , polystyrenes, 
polyacrylates , polyamides, ou des copolymeres a base de 
monomeres du type styrene, esters d'acides carboxyliques 
insatures, chlorure de vinyl idene, dienes ou composes 

10 presentant des fonctions nitrile (comme 1 ' acrylonit rile ) ; 
des copolymeres chlorure de vinyle/propylene , chlorure de 
vinyle/acetate de vinyle ; des fibres naturelles telles 
que le coton et des fibres synthetiques telles que le 
nylon ; des materiaux inorganiques tels que la silice, le 

15 quartz des verres, des ceramiques ; des latex, c'est-a- 
dire des dispersions aqueuses colloidales d'un polymere 
quelconque insoluble dans I'eau; des particules 
magnet iques ; des derives metalliques, des gels etc. 

Les exemples qui suivent permettent d'illustrer 

20 quelques avantages de 1' invention sans toutefois en 
limiter la portee. 

La Figure annexee represente les rendements de 
transcription mesures en fonction du nucleotide utilise. 

25 EXEMPLE I : SYNTHESE DE NUCLEOTIDES IdETHYLCETONES 

I.l. Synthese de 1 ' Uridine (C5 ) -C9-methylcetone i 




30 



1 
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Voie de syn these ; 




10 



15 



La protection des positions 2 ' , 3 ' -OH est realisee 
par action de 1 ' acetone en milieu acide selon le protocole 
deer it dans "Nucleic acid chemistry, Editors Townsend- 
Tipson, Wiley-Interscience, John Wiley & Sons, p 765-766 
(1978) " . 

Synth&se de la chazne methylcetone 

h ' introduction du motif methylcetone sur le bras 
se fait par couplage peptidique entre la propargyl amine et 
1 'acide 6-oxo-heptanoique . 



I? IBuOCOCl 

■^v... + H 




NH2 N-methylmoTphoIine 
O XHF 

Rdl : 80 % 
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On solubilise 1 ' acide 6 -oxo-heptanoique (2,75 g, 
18,16 mmol) dans 40 ml de THF anhydre . La solution est 
placee a 0°C sous atmosphere d' argon. On ajoute alors la 
N-methylmorpholine (2ml, 18,16 mmol) puis la 
5 propargylamine (1,25 ml, 18,16 mmol) apres 15 min et on 
laisse revenir a temperature ambiante . Apres 3 0 minutes de 
reaction, on filtre le precipite et on evapore a sec. 

Le residu obtenu est repris dans du 
dichloromethane et est lave avec une solution aqueuse de 
10 soude 0, IN puis avec une solution aqueuse de 1' acide 
chlorhydrique IN et enfin avec de 1 • eau saturee en 
chlorure de sodium. 

Apres sechage sur NasSO^, le dichloromethane est 
evapore et le residu est chromatographie sur gel de silice 
15 (eluant : acetate d* ethyle) . On obtient ainsi le produit 
sous forme d'une poudre blanche (2,6 g, 14,4 mmol ; 8 0 %) . 

La chaine methylcetone a ete caracterisee par RMN 
du proton, RMN du Carbone 13 et par spectrometrie de 
masse . 

20 

Introduction de la chaine methylcGtone sur le 
nucleoside : couplage de Heck (Hobbs, J. Org. Chem, , 1989, 
54 , 3420-3422) 

25 




A 5 ml de DMF degazes et places sous argon, on 
30 ajoute de la 5- iodouridine 2 ' , 3 ' - isopropylidene (500 mg ; 
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1,22 mmol) et de 1 ' iodure de cuivre (44 mg , 0,232 mmol). 
La reaction est placee a I'obscurite puis on ajoute de la 
triethylamine (323 ^1, 2,32 mmol) et la chaine contenant 
la fonction methylcetone (63 0 mg, 3,4 8 mmol) . 
5 Le melange est laisse sous argon pendant 10 

minutes . On ajoute alors le tetrakis-triphenylphosphine 
palladium (134 mg, 0,116 mmol) . Apres 3 heures de 
reaction, on evapore la DMF et on coevapore avec de 
1 ' acetonitri le . Le residu est repris dans de 1' acetate 
10 d'ethyle et la phase organique est lavee avec une solution 
aqueuse saturee en chlorure de sodium. Apres sechage sur 
NajSO^ et evaporation, le residu est chromatographie sur 
gel de silice (eluant : acetate d ' ethyle/methanol : 
90/10) . 

15 Apres evaporation on obtient le nucleoside 

methylcetone sous forme d ' une poudre blanchatre (34 0 mg, 
0,73 mmol, 60 %) . Le produit a ete caracterise par RMN du 
proton, du Carbone 13 et par spectrometrie de masse. On 
obtient ainsi le nucleoside methylcetone correctement 

20 protege pour 1 ' introduction du triphosphate en 5'. 

Ohtentlon du nucleoside uridine ( C5 ) -C9 - 

methylcetone triphosphate 1 

Phosphorylation : Eckstein, J". Org. Chem. , 1989, 

25 5Af 631-635 




30 
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Le nucleoside methyl ce tone (46 mg, 0,1 mmol ) est 
dissous dans de la pyridine anhydre et est evapore 2 fois. 
On ajoute alors sous argon 100 ml de pyridine, 3 00 ml de 
dioxane et une solution fraichement preparee de 2-chloro- 
5 4H-1, 2, 3-dioxaphosphorin-4-one (1 M) dans du dioxane 
(130 fil ; 130 ^mol) , on laisse I'agitation pendant 20 
minutes puis on ajoute une solution 0 , 5 M de pyrophosphate 
de tributylamonnimum dans de la DMF anhydre (32 0 ^1 , 0,16 
mmol) et simul tanement 130 fil de tributylamine . Apres 3 0 

10 minutes, on ajoute 2 ml d ' une solution d'iode a 1 % dans 
un melange pyridine / eau (98/2 ; v/v) . 

Apres 20 minutes d' agitation on detruit I'exces 
d'iode avec une solution aqueuse de NaHS03 a 5 % et on 
maintient I'agitation pendant 10 minutes. On evapore a sec 

15 et on effectue une extraction avec un melange 
eau/ dichloromethane . La phase aqueuse est evaporee puis on 
effectue une chromatographie (flash) en phase inverse C18 
(eluant : eau/methanol l/l) . Les fractions contenant le 
produit sont evaporees et 1 * echange de contre ion est 

20 realise par passage sur resine Dowex,Na+. On recupere 
ainsi le triphosphate protege (0,03 mmol ; 30%). 

DSprotection 

25 




1 
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Le triphosphate protege (0,03 mmol) est repris 
dans 15 ml d ' eau milli-Q auxquels 15 ml d ' une solution 
aqueuse de TFA a 25 % sont a^ outes . La solution est agi tee 
pendant 15 minutes puis on evapore et coevapore 2 fois 
5 avec de 1 * eau . 

On reprend dans 10 ml d ' eau milli-Q et on 
neutralise avec de la soude 0,1 N jusqu'a pH 8. Apres 
1 ' evaporation Le triphosphate protege est purif ie sur 
phase inverse C18 (HjO puis H20/MeOH, 1/1). L'echange de 

10 contre-ion est realise par passage sur resine echangeuse 
de cations (Dowex Na*) , Les fractions contenant le produit 
sont evaporees et dosees . On recupere ainsi 0,021 mmol (70 
%) du nucleoside uridine (C5) -C9 -methylcetone triphosphate 
X qui a ete caracterise par RMN du proton, RMN du carbone 

15 13, et par RMM du phosphore 31. 

1,2 • Synthese de 1 ' Adenosine (N6) -CIO -methylcetone 

2 




Vole de synthese 

L ' introduction du diaminobutane en position 6 de 
25 1 • adenosine est realisee par substitution du groupement 
triazolo porte par le nucleoside intermedia ire protege . La 
f one t ion methylcetone est ensui te int rodui te par couplage 
peptidique au niveau nucleosidique . Apres deprotection du 
groupement silyle en 5 ' , la phosphorylation est effectuee 
30 par la methode de Eckstein. Apres deprotection on obtient 
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le triphosphate attendu, caracterise par RMN du proton, du 
phosphore 3 1 . 



n 

hi 




o 

iBuOCOCl. 
N-methyimorpholine 

3/TBAF 

V 




5 

Synthase du nucleoside trlazolo protSg-e 

Preparation de 1 'adenosine 2 ' . 3 ' -i.^noropvlyd^nf- 
(Nucleic Acid Chemistry, part 2, Editors Townsend, 
Tipson, Wiley Interscience , John Wiley & Sons p. 768, 
10 (1978) ) 

A une suspension d' adenosine (5 g, 18,7 mmol) dans 
de 1' acetone (10 ml) contenant de I'APTS (acide para- 
toluene sulfonique) (3,9 g, 20,6 mmol), on ajoute goutte a 
goutte sous argon de 1 • orthof ormate d'ethyle (12,44 ml, 

15 74,8 mmol). Apres une nuit de reaction, on ajoute 110 ml 
d'eau contenant 1,8 6 ml d'ammoniaque a 2 7 %. Apres 3 0 
minutes d' agitation, le milieu reactionnel est evapore 
jusqu'a apparition de cristaux blancs . Apres 12 h a +4°C, 
on obtient un precipite blanc que 1 ' on recristallise dans 

20 I'eau. On obtient 4,17 g (13,5 mmol, 72 %) de produit sous 
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forme d'une poudre blanche. Get intermediaire a ete 
caracterise par RMN du proton. 

S\rn these 1 ' amidine (Bartlett et Humphreg , J, 

5 Chem. Soc , , 1967, 1664-1666) 



DMF V N-N 

OHC-NH-NH-CHO + SOCI2 ^ J>N-^/ ^l<] • 2HCI 



10 

Le chlorure de thionyle (3 9,96 g, 24,5 ml, 0,338 
mol) est ajoute goutte a goutte au N-N' -dif ormylhydrazine 
(12 g, 0,136 mol) dans le DMF (270 ml) a 10°C. Le melange 
devient j aune . On maintient 1' agitation pendant 2 jours. 
15 L.e precipite obtenu est filtre et lave par de la DMF puis 
par de 1' ether. Apres sechage sous vide, on obtient 
1 ' amidine avec un rendement de 95 % (2 8 g, 0,13 0 mol) , 

Preparation de 1 ' intermE:dia.ire tria.zolo ( S amano , 
20 Miles, Robins, J. Am. Chem. Soc. , 19 94 , 126 , 9331-9332) 

L' adenosine -isopropylidene (1 g, 3,2 mmol) et 
1' amidine decrite ci-dessus (1,4 g, 6,5 mmol) sont agit^es 
dans de la pyridine (15 ml) a 100 °C sous argon pendant 4 8 
h. La pyridine est alors evaporee et coevaporee avec du 
25 toluene. L'huile obtenue est ensuite reprise par de 
1 ' acetate d' ethyl e et cette phase organique est lavee avec 
de 1 ' eau saturee en NaCl . Apres sechage sur NajSO^ et 
evaporation, on obtient le nucleoside triazolo sous forme 
d ' une poudre blanche avec un rendement de 6 0 % (700 mg , 
30 1,9 mmol) . II a ete ensuite caracterise par RMN du proton. 



Protection en 5'-du derive triazolo 

On solubilise le nucleoside triazolo (1 g, 2,8 
mmol) dans 2 0 ml de pyridine. On ajoute a 0°C sous argon 
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le (TBDMS - Cl , Chlorure de terbutyldimethylsilyle ) , (462 
mg , 3 mmol) . On maintient 1 'agitation pendant deux heures 
puis on evapore la pyridine. Le residu ainsi obtenu est 
chromatographie sur gel de sil ice (eluant : 
5 CH2CI2 : /Methanol : 95/5). Apres evaporation, on obtient 
1' adenosine intermediaire totaleinent protege sous forme 
d ' une poudre blanche (1,25 mg, 2,6 mmol, 93 %) . Ce 
nucleoside a ete caracterise par RMN du proton, du carbone 
13 et par spectrometrie de masse . 

10 

Introduction de la cha^lne dlamlnobutane sur 
1' adenosine Intermediaire protege 

L' adenosine triazolo (1,25 mg, 2,64 mmol) est 
solubilise dans 10 ml d ' acetonitrile . On ajoute alors la 
15 diaminobutane (2,7 ml, 25,4 mmol) et on agite a 50°C sous 
argon. Apres 5 heures, on evapore le solvant et on reprend 
le residu dans de 1 'acetate d'ethyle. On lave cette phase 
organique avec de 1 ' eau saturee en NaCl . Apres sechage sur 
Na2S04 et evaporation en chromatographie sur gel de silice 
20 (eluant : CH^Cl^ / MeOH : 8/2, puis CH2CI2 / MeOH : 8/2 en 
presence de 2% d' ammoniaque) . 

Apres evaporation, on obtient le produit sous 
forme d ' une huile (1 g, 2 mmol, 80%) . 

Le nucleoside amine a ete caracterise par RMN du 
25 proton, du carbone 13 et par spectrometrie de masse. 

Couplage a la chaine methylcetone et deprotectlon 

en 5' 

L'acide 6 -oxo-heptanoique (288 mg, 2 mmol) est 
30 dissous dans 5 ml de THF anhydre . On place la solution a 
0°C sous argon. On ajoute alors la N-methylmorphol ine 
(223 /il , 2 mmol) et apres 5 min, le dichlorof ormiate 
d'isobutyle (258 ^1, 2 mmol) . Apres 15 minutes, on rajoute 
le nucleoside amine. Apres 2 heures, on evapore le THF et 
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on reprend le residu par de 1' ether. On lave avec une 
solution aqueuse de NaOH IN puis avec de 1 ' eau saturee en 
NaCl . Apres sechage sur Na^SO^ et evaporation on obtient 
une huile. On effectue la desilylation en reprenant 
5 1 'huile dans 10ml de THF auxquels on a^joute du TBAF 
(3,25 ml d'une solution de IM dans THF). Apres une heure 
on evapore le solvant . On solubilise le residu dans du 
dichloromethane et on effectue un lavage avec de 1 ' eau 
saturee en NaCl . Apres sechage et evaporation, le residu 

10 est chromatographie sur gel de silice (eluant : CH^Cl^, 
puis CH2CI2 / MeOH : 95/5) . 

Apres evaporation on obtient 870 mg du nucleoside 
portant la fonction methylcetone et deprotege en 5' 
(1,7 mmol, 85 % sur 2 etapes) . II est caracterise par RMN 

15 du proton, du carbone 13 et par spectrometrie de masse. 



Phosphorylation et ohtentxon du nucleotide 
Adenosine- (N6 ) -CIO -methylcetone 2. 

L' adenosine- (N6) -ClO-methylcetone protege en 2' , 
20 3' par 1 ' isopropylidene est dissous dans de la pyridine 
anhydre et est evaporee deux f ois . On ajoute alors sous 
argon 500 /xl de pyridine, 1,5 ml de dioxane et une 
solution fraichement preparee de 2-chloro 4H-1,2,3- 
dioxaphosphain-4-one (1 M) dans le dioxane (65 0 /xl , 0,65 
25 mmol) . On laisse 1 'agitation pendant 20 minutes puis on 
ajoute une solution 0,5 M de pyrophosphate de 
tributylamonium dans de la DMF anhydre (1,6 ml, 0,8 mmol) 
et simultanement 650 fil de tributylamine . 

Apres 30 minutes, on ajoute 10 ml d'une solution 
30 d'iode a 1% dans un melange pyridine/eau (98/2, v/v) . 
Apres 2 0 minutes, on detruit I'exces d'iode avec une 
solution aqueuse de NaHS03 a 5% et on maintient 1' agitation 
pendant 10 minutes on evapore a sec et on effectue une 
extraction eau/dichloromethane . La phase aqueuse est 
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evaporee puis on effectue une pur:Lf icat ion en phase 
inverse (C18) , (eluant : Hp/MeOH) . Les fractions contenant 
le produit sont evaporees et 1 ' echange de centre ion est 
realise par passage sur resine Dowex, Isra+ . On recupere 
5 ainsi le triphosphate protege (0,28 mmol , 56 %) . 

Deprotection 

On reprend 0,03 5 mmol de triphosphate protege dans 
17,5 ml d'eau milli-Q auxquels on rajoute 17,5 ml d'une 

10 solution aqueuse de TFA a 25%. On agite pendant 15 minutes 
puis on evapore et coevapore deux fois avec de I'eau, on 
reprend dans 10 ml d'eau milli-Q et on neutralise avec de 
la soude 0.1 M jusqu'a pH 8. Apres evaporation, on 
effectue une purification en CIS (eluant: H20 ; H20 / 

15 MeOH) . Les fractions contenant le produit sont evaporees 
et dosees. On obtient ainsi 0,022 mmol (63%) de 
1' adenosine- (N6) -CIO -methylcetone triphosphate 2,- 

1.3, SynthBse de 2a cytidlne (N4 ) -CIO -me thyc Stone 

20 3 




3 



25 Ce nucleotide a ete prepare de deux fagons : 

- Voie nucleotidique : couplage entre un ester 
active de la chaine methylcetone et la cytidine 
triphosphate amine . 
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- Voie nuclGOsldique : synthese du nucleoside 
5 methylcetone puis phosphorylation par la methode de 
Eckstein . 




15 
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EXEMPLE II : SYNTHESE DU FLUOROPHORE OXYAMINE 4 
JJ. I, Schemas de synthase 

L • introduction de la chaine oxyamine sur la 
fluoresceine se fait en trois etapes : la premiere etape 
est une addition nucleophile du 1 , 3 -diaminopropane sur 
1 ' isothiocyanate de fluoresceine (FITC) . Apres 

purification en phase inverse, le motif oxyamine protege 
sous forme de Fmoc est introduit par couplage peptidique. 
L' oxyamine libre est generee par deprotection en milieu 
basigue . 




NCS 



Rdt : 80 % 





Rdt : 40 % 



HO 



O 



NH-Fmoc 



iBuOCOCl 
N-mithylmorpholinc 



Pip6ridine 
Rdt : 70 % 



^NH 




H 



^NH-Fmoc 



O 



Introduction de la nh nine 1 , .1 -diaminouronan^ : 
On ajoute a 20 ml de DMF anhydre de la 
diaminopropane (585 /il, 6,96 mmol). On additionne alors, 
sous argon, goutte a goutte de 1 ' isothiocyanate de 
fluoresceine (FITC), (500 mg, 1,16 mmol) solubilise dans 
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7 ml de DMF anhydre . On maintient 1' agitation pendant 15 
minutes apres la fin de 1' addition. On evapore a sec et on 
coevapore deux fois avec de I'eau. Le residu est 
chromatographie en phase inverse (CIS ) : (Eluant : H2O / 
5 MeOH : 1/1) . 

On recupere ainsi le produit sous forme d ' une 
poudre orange (420 mg, 0,93 mmol , 80 %) . II est 
caracterise par RMN du proton, du Carbone 13 et par 
spectrometrie de masse. 

10 

Introduction du arouvement alcoxyamin^ nrotSaS : 
On solubilise la carboxyalcoxyamine protegee par 
le Fmoc : HOOC - CU^ - ONH -Fmoc (473 mg , 1,5 mmol dans 10 
ml de DMF anhydre) . On place a O^C sous argon. On ajoute 

15 alors la N-methylmorpholine (166 /zl , 1,5 mmol) et apres 15 
minutes on ajoute la f lucre see ine port ant la chaxne 
diaminopropane (350 mg, 0,75 mmol). Apres 1 heure de 
reaction, on evapore a sec la DMF. Le residu obtenu est 
chromatographie sur gel de silice (CH2CI2 / MeOH : 85/15 

20 (depot solide) . On obtient ainsi la f luoresceine- 
alcoxyamine protegee sous forme d'une poudre orange (227 
mg, 0,3 mmol, 40 %) . II est caracterise par RMN du proton, 
du Carbone 13 et par spectrometrie de masse. 

25 OJbtention du marcrueur fluoresceine-alcoxyawinG 4 : 

On solubilise la fluoresceine protegee par le fmoc 
(100 mg, 0 , 13 mmol) dans 2 ml de DMF anhydre. On ajoute 
alors de la pyridine (20 /xl , 0,2 mmol). Apres 15 minutes, 
on evapore a sec puis on ef f ectue une purification en 

30 phase inverse CIS (eluant : H2O /CH3CN : 1/1 puis CH3CN) . 
Apres evaporation, on obtient le produit sous forme d ' une 
poudre orange (49 mg , 0,09 mmol , 70%). Ce f luorophore a 
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ete caracterise par RMN du procon, RMN 13 C et par 
spectromet rie de masse. 



EXEMPLE III : REACTIVITE DES COMPOSES METHYLCETONE 
AVEC liE FLUOROPHORE 

La reactivite a ete testes au niveau nucleosidique 
10 et au niveau nucleotidique : 



U ou A ^'-*'-»^CO-CH 2 



HjNO 



O H O H 
R = -OH, triphosphate 




U ou A 




OH OH 



La reaction est realisee en presence de 1,1 eq. de 
15 f luorophore-0NH2 (4) par rapport au compose methyl cet one . 
La reaction est rapide et selective. Au niveau 
nucleosidique , les adduits ont ete caracterise s par RMN du 
proton et par spectrometrie de masse. 



20 EXEMPLE IV : INCORPORATION DES 

METHYLCETONE ET MARQUAGE POST- TRANSCRIPTION 



URIDINES - 



25 



30 



IV. 1- Description des etapes principales 
TraxLscrlptions 

Les transcriptions ont ete real i sees a partir de 
cible PGR (fragment de 1 • ARN 16 S de Mycohacterium 
Tuberculosis (Mtb) (Troesch A. et al , J. Clin. 

Microbiol . , 37(1), 49-55, 1999) ou fragment de la reverse 
transcriptase de HIV (Kozal M.J. et al , Nature Medecine, 
2(7), 753-759, 1996) en utilisant la T7 RNA polymerase et 
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dif f erents rapports entre le nucleotide f onct ionnalise et 
les nucleotides nature Is , tout en gardant a ImM la 
concentration totale de chaque nucleotide. Ce rapport 
entre le nucleotide f onct ionnalise et le nucleotide 
5 naturel correspondant est exprime en pourcentage et les 
rapports utilises sont en general 0, 30, 70 et 100 %. Le 
point a 0 % sert de temoin de transcription, puisque dans 
ce cas il n'y a pas de nucleotide f onct ionnal ise et la 
reaction de transcription comport e les 4 nucleotides 

10 naturels . Dans le cas d' un rapport a 100% , cela signif ie 
que le nucleotide f onct ionnal ise represente 100% du 
nucleotide etudie (les trois autres nucleotides 
necessaires a la reaction de transcription etant 
naturellement les nucleotides naturels) . Ce rapport de 

15 100% pour un nucleotide f onct ionnalise est le test le plus 
signif icatif de la neutralite vis-a-vis d'une reaction 
enzymatigue puisque 1 ' enzyme doit incorporer ce nucleotide 
pour fonctionner correctement . Le temps d' incubation de la 
reaction de transcription est de Ih a 42°C. 

20 Les transcriptions sont analysees par 

electrophorese sur gel de polyacryl amide en conditions 
denaturantes (6% acrylamide, 7M uree, IXTBE) . Le volume 
depose est de 5 /xl et la migration s'effectue pendant 45 
min a 150 V. La visualisation des transcripts , naturels ou 

25 f onctionnalises avec la fonction methylcetone est realisee 
sous lampe UV apres coloration au bromure d'ethidium. 

Dosage 

La quant ite de transcrits produits dans chaque 
30 reaction est determinee par dosage UV apres purification 
d'un aliquote issu d'une reaction de transcription. 
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Dlgsstlon enzymatlque 

Les transcrits sont purifies sur des filtres 
microcon-50 (Amicon, Beverly, MA) pour eliminer 1 ' exces de 
nucleotides non incorpores . lis sont ensuite hydrolyses 
5 selon le protocole decrit dans la demande de brevet 
WO98/05765 en utilisant la nuclease PI (Boehringer 
reference 2362251, 2U, 2h a 37°C) et la phosphatase 
alcaline (Boehringer-Mannhein reference 713023, lU, Ih a 
37°C) . Les digestions sont menees sur 4.10^'* copies de 

10 transcrits. La composition en nucleosides est determinee 
par CLHP en phase inverse, par comparaison avec des 
standards nucleosidiques composes d'un melange de 
nucleosides naturels. 

Les conditions CLHP sont les suivantes : 

15 - colonne C18 analytique (250 x 4,6 mm) chauffee a 

45°C, 

- eluants : A : tampon phosphate de sodium, 50 mM, 
pH 7 ; B : MeOH/H^O : 95/5, v/v 

- gradient : 0 % de B pendant 10 min, jusqu'a 3 0 % 
20 de B en 10 min, jusqu'a 80 % de B en 10 min, 5 min a 80 % 

de B, jusqu'a 10 0 % de B en 2 min. 

Marq[uage 

Le marquage des transcrits est realise en 
25 utilisant differentes proportions de fluorophore. Le temps 
de reaction est de 3 0 min a temperature ambiante. Le 
marquage a ete effectue sur les transcrits generes a 
partir de cible Mtb et/ou cible HIV, obtenus par 
incorporation de 100 % d'un nucleotide methylcetone . Dans 
30 un premier temps, les transcrits marques sont analyses par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide et visualises 
sous UV, avant et apres coloration au bromure d'ethidium. 
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Cllvage 

Avant d'hybrider sur la puce a ADN un clivage des 
transcrit s marques est realise a 6 5 °C pendant 3 0 min en 
utilisant de 1 ' imidazole et du chlorure de manganese 
5 (MnClj) a une concentration de 3 0 mM chacun. 

Hybridation sur puce a ADN 

Apres clivage, les fragments obtenus sent 
hybrides, detectes et analyses sur puce a ADN (Affymetrix, 

10 Santa Clara, CA, USA) selon le protocole fourni par le 
constructeur . 

Les puces dites « myco » sont congues pour le 
resequencpage de la region 213-415 de la sequence M20940 
« Genbank » de I'ARN 16S de Mycobacterium tuberculosis 

15 (Troesch A. et al , J. Clin. Microbiol 37(1), 49-55, 
1999) . Celles dites « HIV PRT 440 » sont congues pour le 
resequenc;:age des regions RT (reverse transcriptase) et 
protease du virus HIV ( Kozal M.J. et al , Nature Medecine, 
2(7), 753-759, 1996) . 

20 10^* copies sont hybridees sur la puce dans le cas 

transcrit Mtb. 

5.10^^ copies sont hybridees sur la puce dans le 
cas du transcrit HIV . 
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IV. 2. Resultats 



Incorporation du nucleotide uridine ( C5 ) -C9 - 
znethylcetone I. (U-COCHj) 

5 



Cible utilisee 


Rapport entre 

nucleotide 
f onctionnalise 
U-COCH3 et 
nucleotide nature! 


Transcrits produits 
(copies / microlitres) 


Mtb 


0% 


5, 0^^+13 




30% 


5 , 0^^+13 




70% 


3 . 0^^+14 




100% 


0 , 8^+14 


HIV 


0% 


0, 9^+12 




70% 


0 , 9^+12 




100% 


0 , 9^+12 



Les resultats du tableau ci-dessus montrent que le 
nucleotide uridine -methylcetone (2.) est tres bien 
incorpore par la T7 RNA polymerase . Ceci permet la 
10 production de transcrits actives capables de reagir avec 
un marqueur portant la fonction alcoxyamine . 

Evaluation de 1 ^ incoirporatlon par CLHP 

Dans le profil chromatographique de I'hydrolysat 
15 des transcrits contenant 100% de U-COCH3 (JL) et obtenus a 
partir de cible Mtb, on retrouve bien le pic qui 
correspond au nucleoside U-methylcetone (temps de 
retention 26,2 minutes) ce qui signifie que le nucleotide 
n'est pas modifie pendant les etapes de transcription et 
20 de digestion enzymatique. On remarque aussi 1 ' absence du 
pic correspondant a 1 ' uridine naturelle (temps de 
retention 14,97 minutes). 
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Ceci montre que le nucleoLide U-methylcetone est 
bien incorpore et peut etre utilise a 100% dans une 
reaction de transcription. 

5 Evaluation du marquage par gel de polyacryl amide 

Les marquages ont ete realises sur les transcrits 
bruts generes a partir de cible Mtb en utilisant 100% du 
nucleotide U-COCH3 (1) . On a fait varier la quantite en 
fluorophore par rapport au noTTibre de sites reactif s . Ces 
10 rapports sont : 2, 5, 10, 15, 20 et 50 equivalents de 
f lurophore-0NH2 . 10 equivalents conviennent pour avoir un 
marquage intense et selectif. 

Sur un gel de marquage en utilisant 5, 10 et 15 
eq. du fluorophore avant coloration au BET, on observe un 
15 marquage plus ou moins intense selon le nombre 
d ' equivalents de fluorophore utilise mais quelque soit la 
quantite de marqueurs utilisee, une bande est visible. On 
remarque aussi 1' apparition de nouvelles bandes a forte 
dose de fluorophore. Ceci est certainement du a une 
20 densite importance du marqueur sur la cible. 

Hyhz-ldatlon et analyse des resultats 

Les transcrits Mtb et HIV generes a partir de 
cibles correspondantes, utilisant 100% d* UTP-C0CH3 (i) , 

25 ont subi les traitements decrits precedemment , Pendant 
I'etape de clivage, un agent « bloquant » (acetone ou 
glutaraldehyde) a ete utilise afin d'eviter une saturation 
de la puce par 1 » exces de f luorophore-ONHs qui s'adsorbe 
sur la surface de celle-ci. L ' hybridation est realisee en 

30 utilisant la station d ' hybridation Gene Chip fluidics 
Station (800101 Affymetrix, Santa Clara, CA) , les puces et 
les tampons appropriees, et le protocole foumi par le 
constructeur . 
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Les parametres pourcentage des bases appelees 
(Base Call), intensite moyenne des signaux, intensite 
mediane et le bruit de fond ont ete calcules en utilisant 
le logiciel fourni par le constructeur (GenChip sequence 
analysis system, reference 900135, Affyrnetrix, Santa 
Clara, CA) . Les resultats sont donnes dans les deux 
tableaux ci-dessous. L' intensite du signal est exprirnee en 
RFU (unites de fluorescence du constructeur) 



Transcrits Mth .■ 



Cible 


Bases 
appelees 
(%) 


Intensite 
Moyenne 
(Rfu) 


Intensite 
mediane 
(Rfu) 


• Mycobacterium Tuberculosis 

Transcrits 100^ U~COCH^ 








lOOeq FIUO-ONH2 + 100 eq 
acetone 


97, 7 


3540 


3260 


2 0 eq F1UO-0NH2 + 20 eq 
glutaraldehyde 


92,4 


12630 


11970 



e appelee : pourcentage de bases correctement 



identif iees . 
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Transcrits HIV 



Cible 


Bases 
appelees 

(%) 


Intensit 
e 

moyenne 
(Rfu) 


Intensi 
Mediane 
(Rfu) 


• HIV 

Transcrits 70% U-COCHj 
10 eq Fluo-ONHj + 10 eq 
g 1 u t a r a 1 dehyde 
Transcrits 100%- U-COCH^ 
10 eq Fluo-ONHj + 10 eq 
glutaraldehyde 


98, 8 

99, 0 


2175 
2675 


1765 
2090 


TranscritslOO%- U-COCH. 

5 eq Fluo-ONHj sans bloquant 


97 , 5 


4 750 


4 D Q c; 

^ \j ^ Zj 


Transcrits 100% U-COCHj 
5 eq FIUO-ONH2 + 5 eq 
glutaraldehyde 


98, 5 


1825 


1550 


Transcrits 100% U-COCH^ 

2 eq Fluo-ONHj sans bloquant 


98, 3 


2380 


2035 


Transcrits 100% U-COCH^ 
2 eq FIU0-ONH2 + 2 eq 
glutaraldehyde 


98 , 8 


620 


540 



Dans les deux cas Mtb et HIV, on observe un 
5 marquage tres efficace avec des intensites superieures a 
1000 Rfu et des pourcentages de resequenc^age (bases 
appelees) voisins de 100%. Ces resultats montrent que la 
reaction entre 1 ' alcoxyamine et methyl cetone , demontree au 
stade monomere, est aussi specif ique et efficace entre des 

10 sequences ARN contenant des fonctions methylcetone et le 
marqueur fluorescent portant la fonction alcoxyamine. En 
effet, avec seulement 2 equivalents de marqueur 
alcoxyamine par fonction methylcetone, on obtient 
suf f isamment^ de fragments de transcrits marques et 

15 detectables. 
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EXEMPLE V : INCORPORATION DE LA CYTIDINE- 
METHYLCETONE 3 ET MARQUAGE POST -TRANSCRIPTION 

La cytidine 1 a ete mcorporee a 100% dans des ARN 
5 transcrits de Mtb comme decrit dans 1' example III. Le 
precede de clivage et de marquage est aussi realises comme 
indique precedemment . 



Cible 


Bases 
appelees 
(%) 


Intensite 
moyenne 
(Rfu) 


Intensite 
m^diane 
(Rfu) 


Transcrits 100 f C-COCHj 
2 0 eq Fluo-ONHj + 20 eq 
glutaraldehyde 


94,2 


6655 


6200 



10 La aussi, nous obser^/ons un marquage tres 

efficace, L' intensite du signal est superieure a 6000 Rfu 
et le resequencage est de 94%. Comme dans I'exemple 
precedant, ce resultat demontre que la reaction entre 
1 ' aicoxyamine et methylcetone est specif ique et efficace 

15 entre des sequences ARN contenant des fonctions 
methylcetones et le marqueur fluorescent portant la 
f onction aicoxyamine . 

EXEMPLE VT : AVANTAGES DE LA FONCTION METHYLCETONE 
20 PAR RAPPORT ATJX FONCTIONS AL COXY AMI NE S , ALDEHYDES, AMINES. 

1. Comparaison entre la f onction aicoxyamine et 
methylcetone sur le nucleotide U. 

L' uridine portant une chaine aicoxyamine en 
25 position 5 est preparee selon la methode d^crite dans 
I'exemple 4 de la demande de brevet WO-A- 98/05766 . La 
synthese du marqueur fluoresceine (FLUG-CHO) aldehyde est 
d^crite dans I'exemple 18 de la demande WO-A- 98/05766 . 
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II est important de noter que la fonction 
alcoxyamine necessite une protection permanent e par le 
groupement tert -butoxycarbonyl (BOC) . Cette fonction est 
deprotegee en meme temps que 1 ' isopropylidene en 2 ',3' 
5 apres phosphorylation en presence de 50% d'acide 
trif luoroacetique . Ce pourcentage en TFA est necessaire 
pour obtenir un deprotection de 1 ' alcoxyamine proche de 
90%. Pour obtenir une deprotection totale, des solutions 
acides plus concentrees sont necessaires. Dans ces 
10 solutions le triphosphate se degrade tres rapidement en 
diphosphate et monophosphate. 

Dans le cas de la fonction methyl cetone , aucune 
deprotection n'est necessaire et seulement 25% en TFA sont 
utilises pour la deprotection totale de 1 ' isopropylidene 
15 en 2 ' , 3 ' apres phosphorylation. Avec ce pourcentage en 
TFA, aucune degradation n'est observee . 

La chaine me thy Ice tone est suf f isamment hydrophobe 
meme apres deprotection, elle contribue ainsi a une bonne 
separation du nucleotide triphosphate lors de sa 
20 purification par CLHP en phase inverse . Cette separation 
est plus difficile dans le cas de la chaine alcoxyamine. 

Incorporation et post-marquage de I'UTP- 
alcoxyamine 

25 Les reactions de transcription, d'hydrolyse 

enzymatique des transcrits, d' analyse CLHP et de post- 
marquage sont realisees dans les memes conditions que 
celles decrites dans I'exemple IV. 



La figure montre les rendements de 
transcription mesures par la quant ite d'amplicons produits 
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(en ordonnee en copies/microl i t res ) en fonction des 3 
nucleotides utilises , 



Dans cet exemple, 1 ' incorporation des deux 
nucleotides, alcoxyamine (U-ONHJ et methylcetone (U-COCHj 
compose 1), est etudiee . 

L' uridine methylcetone 1 a 100% n'a aucun effet 
sur le rendement de transcription. Ce rendement est plus 
faible lors de 1 ' incorporation du meme nucleotide portant 
la fonction alcoxyamine. 

Post -marquage : 



CIBLE MTB 


Bases 
appelees 
(%) 


Intensity 
moyenne 
(Rfu) 


Intensity 
m^diane 
(Rfu) 


TRANSCRITS 100%^ DE U-ONH^ + 

IOeq 

FLUO-CHO 


91, 6 


5735 


5335 



Le pourcentage du resequengage en utilisant 
I'uridine-alcoxyamine est plus faible que celui obtenu 
avec son homologue portant la fonction methylcetone. 



2, Comparaison entre la fonction aldehyde et 
methylcetone sur le nucleotide tJ. 

L' uridine a chaine aldehyde (U-CHO) est prepar6e 
selon le schema suivant : 
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OH OH 



La chaine est synthet isee par couplage pept idique 
entre le 4 -aminobutyraldehyde-diethylacetial et 1 ' acide 4- 

5 pentynoique . Le couplage de Heck conduit au nucleoside 
protege. La phosphorylation suivie d'une deprotection en 
milieu acide conduit bien au nucleotide attendu. Les 
produits ont ete caracterises par RMN et RMN du ^"^C. 

La encore , la protection de la f onction 

10 aldehydique est necessaire lors des etapes de couplage et 
de phosphorylation. La deprotection de 1 ' aldehyde est 
realisee en meme temps que celle de 1 ' isopropylidene (25% 
de TFA) , cependant la purification et des sal age du produit 
deprotege est plus difficile par rapport a celle du 

15 nucleotide methylcetone (U-COCH3, compose i) . Le rendement 
de 1 ' 6tape de phosphorylation est de 20%. 

L' analyse CLHP des transcrits contenant I'UTP- 
aldehyde, hydrolyses par la technique enzymatique decrite 
dans I'exemple IV, montre que le nucleotide aldehyde est 
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transforme. Cette transformation est certainement due a 
des interactions de la fonction aldehyde avec des 
composanns des tampons lors de la transcription ou de 
d'hydrolyse enzymatique des transcrits . 

La reaction du post -marquage , utilisant la 
f luoresceine-alcoxyamine , ne montre aucun resultat apres 
analyse sur gel et sur puce a ADN des transcrits de 
mycobacterium. Ceci montre que la transformation de 
1' aldehyde est survenue lors de I'etape de transcription 
ce qui montre I'interet de la fonction methylcetone par 
rapport a 1' aldehyde. 

3. Comparaison entre la fonction amine et 
methylcetone sur le nucleotide U. 

L' uridine portant une chaine amine en position 5 
(U-NH2) est preparee selon la methods decrite dans 
1' example 3 de la demande de brevet WO 98/05766. La 
protection de la fonction amine par le groupement Boc est 
dans ce cas aussi necessaire . 

Les rendements de transcription obtenus avec 100% 
de U-NH2 sont beaucoup plus faibles que dans le cas de 
1 ' utilisation de la fonction methylcetone et ne permettent 
pas un resequenc^age efficace sur la puce a ADN aussi bien 
dans le cas de Mtb que dans le cas de HIV. 

4. Comparaison entre la fonction amine et 
methylcetone sur le nucleotide C. 

La cytidine portant une chaine amine en position 4 
(C-NHj) est preparee selon 1 ' exemple 16 de la demande de 
brevet WO-A- 98/05766 . 

Ce nucleotide a ete incorpore dans des fragments 
de I'ARN 16S de Mycobacterium tuberculosis par des 
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reactions de transcription realisees a partir de cible PGR 
selon le protocole decrit dans I'exemple IV. 

L' analyse CLHP des transcrits contenant la C-NH^, 
hydrolyses par la technique enzymatique decrite dans 
5 1 ' example precedent, montre que le nucleotide amine est 
bien incorpore et est intact. 

Les rendements de transcription avec dif f erents 
pourcentages de C-NH2, aussi determines comme indique dans 
1 ' exemple IV, sont donnes dans le tableau ci-dessous. 



Rapport entre nucleotide 
f onctionnalise C-NHj 
et nucleotide natural 
(%) 


Transcrits produits 
(copies / microlitres ) 


0 


3 , 48'^+13 


70 


1, 94^+13 


100 


1, 51^+12 



II est important de noter qu' avec 100% de C-NHj , 
la quantite d'amplicons obtenus est 20 fois inferieure a 
celle obtenue avec une transcription contenant 100% de 
15 nucleotide naturel . 

Dans 1 a react ion de post - marquage nous avons 
utilise comme reactif de marquage 1 ' isothiocyanate de 
fluoresceine obtenu de chez Sigma-Aldrich (St Quentin 
Falavier, France) . 
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Le marquage des transcrics obtenus par 
incorporation de la C-NH2 ont ete marques par la FITC, 
hybrides sur la puce a ADN destinee a 1 ' iden::if ication de 
ces cibles Mtb et les signaux sont analyses selon le 
5 protocole decrit precedetnment . Les resultats obtenus avec 
et sans agent bloquant sont donnes dans le tableau ci - 
dessus . 



Clble 


Bases appelees 
(%) 


Intensi te 
moyenne 
(Rfu) 


Transcrlts non purifies + 
lOOeg FITC 


ND 


ND 


Transcrits non purifies + 
lOOeq FITC +1000eq de 
diamine hloquant 


86 


346 



10 ND : non determine, la surface de la puce est 

completement saturee . 

Di amine bl oquant : H^N - CH^ - CR^ - O - CH2 - CHj - O - CH^ ~ CH2 - 

15 Sans addition de chaine diamine apres le marquage, 

la surface de la puce est completement saturee par les 
lOOeq de marqueur et les signaux sont inexploitables . 
Cette saturation est certainement due a 1 ' interact ion de 
la fonction isothiocyanate avec les fonction amines 

20 exocycliques des bases. 

L' addition post-marquage de lOOOeq de diamine, 
ayant la meme structure que celle porte par la cytidine, 
semble confirmer cette hypothese car la surface de la puce 
n'est plus saturee et 86% de resequengage sont obtenus. 

25 L'intensite du signal est faible par rapport a celle 
obtenue avec des transcrits contenant la met hylce tone et 
marques a la f luoresceine-alcoxyamine . 
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En plus de son effet inhibiteur lors de la 
transcription, le pourcentage du resequenc;:age utilisant le 
C-NH2 est plus faible que celui obtenu avec son hoinologue 
portant la fonction methylcetone (C-COCH3, compose 2) . 
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REVEND I CAT I ONS 

1/ Compose f onct ionnalise de f ormuie general e 

(I) : 

O 
II 

W— L CH2CR, ( J 



dans laquelle 

W represente un analogue nucleotidique , 
L represente un bras de liaison comportant au 
10 moins quatre atomes , 

Ri represente une chaine alkyle, lineaire ou 

ramif iee . 

2/ Compose selon la revendicat ion 1 , caracterise 
en ce que represente une chaine alkyle ayant au plus 6 
15 atomes de carbones . 

3/ Compose selon la revendicat ion 2 , caracterise 
en ce que R^ represente le groupe methyle. 

4/ Compose selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que L comporte au 
20 moins huit atomes. 

5/ Compose selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que L est une 
chaine hydrocarbonee , saturee ou insaturee , eventuellement 
interrompue par au moins une fonction choisie parmi les 
25 f onctions amine , amide et oxy . 

6/ Compose selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que W repond a la 
f ormuie generale ( II ) 
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R4O 1 B 

O 





OR2 R3 (I,) 
dans laquelle : 

- R2 represente H ou un groupement protecteur, 

- R3 represente H, F, OH, SH, NH^ . OCH3 ou OR^ ou R^ 
5 represente un groupement protecteur ou une chaine alkyle, 

- R4 represente un radical H, un groupement 
protecteur ou un groupement mono, di ou triphosphate, 

- W etant lie a L par 1 ' intermediaire de B. 

7/ Compose selon la revendicat ion 6, caracterise 
10 en ce que la base azotee est la cytosine, l^uracile ou 
1 ' adenine . 

8/ Compose selon les revendicat ions 6 et 7, 
caracterise en ce que est un H, R3 est un groupement OH 
et R4 est un groupement triphosphate. 

15 9/ Compose selon les revendicat ions 6 et 7, 

caracterise en ce que R^ est un groupement 2 -cyanoethyl - 
N,N-diisopropylphosphoramidite et R3 est H ou OR5 ou R5 est 
un groupement protecteur utilise en synthese 
d'oligoribonucleotide, et R^ est un groupement 4,4'- 

20 dimethoxytrityle . 

10/ Polynucleotide f onct ionnalise comprenant au 
moins un compose f onct ionnalise selon 1 ' une quelconque des 
revendicat ions precedentes . 

11/ Polynucleotide f onct ionnalise selon la 
25 revendication 10, caracterise en ce que ce polynucleotide 
est prepare par voie chimique et/ou enzymatique. 
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12/ Polynucleotide f onct icnnalise selon la 
revendication 11, caracterise en ce que ce polynucleotide 
est prepare par une reaction d ' amplification enzymat ique . 

13/ Polynucleotide f onct ionnalise marque 

caracterise en ce qu' il comprend au moins un compose 
f onctionnalise de formule generale (I') : 

O 



w^-lJ-ch^cr, 

dans laquelle 

W represente un analogue nucleot idique , 
L represente un bras de liaison comportant au 
moins quatre atomes, 

n represente un indice egal a 0 ou 1, 

Ri represente une chaine alkyle, lineaire ou 

ramif iee , 

le groupement alkylcetone dudit compose 
f onctionnalise ayant interagi avec un reactif de marquage . 

14/ Polynucleotide selon la revendication 13, 
caracterise en ce que represente une chaine alkyle ayant 
au plus 6 atomes de carbone . 

15/ Polynucleotide selon la revendication 14, 
caracterise en ce que represente le groupe methyle. 

16/ Polynucleotide selon 1 ' une quelconque des 
revendications 13 a 15, caracterise en ce que L comporte 
au moins huit atomes. 

17/ Polynucleotide selon 1 ' une quelconque des 
revendications 13 a 16, caracterise en ce que L est une 
chaine hydrocarbonee , saturee ou insaturee, eventuellement 
interrompue par au moms une fonction choisie parmi les 
fonctions amine, amide et oxy. 
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18/ Polynucleotide selon 1 ' une quelconque des 
revendications 13 a 17, caracterise en ce que W repond a 
la formule generale (11) 



R4O 



5 




dans laquelle : 

- R2 represent e H ou un groupement protecteur, 

10 - R3 represente H, F, OH, SH, NH2, OCH3 ou OR^ oil R5 

represente un groupement protecteur ou une chaine alkyle, 

- R4 represente un radical H, un groupement 
protecteur ou un groupement mono, di ou triphosphate, 

- W etant lie a L par 1 ' intermediaire de B. 

15 19/ Polynucleotide selon la revendicat ion 18, 

caracterise en ce que la base azotee est la cytosine, 
I'uracile ou 1 ' adenine . 

2 0/ Polynucleotide selon les revendications 18 et 
19, caracterise en ce que est un H, R3 est un groupement 

20 OH et R4 est un groupement triphosphate. 

21/ Compose selon la revendicat ion 18 et 19, 
caracterise en ce que est un groupement 2 -cyanoethyl - 
N, N-diisopropylphosphoramidite et R3 est H ou OR5 oO R^ est 
un groupement protecteur utilise en synthase 

25 d' oligoribonucleotide, et R^ est un groupement 4,4'- 
dimethoxytrityle . 
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22/ Polynucleotide selon 1 ' une quelconque des 
revendicat ions 13 a 21, caraterise en ce que le reactif de 
marquage comporte une fonction hydrazine ou alcoxyamine. 

23/ Polynucleotide selon la revendicat ion 22, 
5 caraterise en ce que le reactif de marquage est 




24/ Precede de detection d • un acide nucleique 
10 cible, caracterise en ce que I'on met en contact cet acide 
nucleique cible avec au moins un nucleotide f onct ionnalis^ 
tel que defini dans I'une quelconque des revendications 13 
a 21, en presence des elements et dans des conditions 
necessaires a I'obtention d'un polynucleotide, pour 
15 obtenir un polynucleotide f onct ionnalise / on marque le 
polynucleotide obtenu avec un reactif de marquage ; puis 
on detecte ledit polynucleotide marque. 

25/ Proc^de selon la revendicat ion 24, caracterise 
en ce que le polynucleotide f onct ionnalise est obtenu par 
20 une reaction d ' amplification enzymatique. 

26/ Procede de detection d'un acide nucleique 
cible, caracterise en ce que 1 ' on met en contact cet acide 
nucleique cible avec un polynucleotide f onctionnalise 
selon I'une quelconque des revendications 10 a 12 ; on 
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fait reagir le reactif de marquage ; et on detecte la 
presence de 1 ' acide nucleique cible . 

27/ Precede de detection d ' un acide nucleique 
cible, caracterise en ce que 1 ' on dispose d ' un 
polynucleotide marque selon 1 ' une quelconque des 
revendicat ions 13 a 23 ; on met en contact cet acide 
nucleique cible avec le polynucleotide marque ; et on 
detecte la presence de 1' acide nucleique cible. 
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